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INCORPORATION DE BASES PURIQUES MARQUISES PAR LES 

EMBRYONS DE BATRACIENS 

par  

M. S T E I N E R T *  

Laboratoire de 3/lorphologie animale, Universitd libre de Bruxelles (Belgique) 

Nous avons 6mis pr6c6demment l'hypoth6se que les acides nucl6iques de l'em- 
bryon de Batracien seraient form6s ~ partir d'une r6serve d'hypoxanthine et de 
guanine libres 1. 

L'objet principal de cette 6tude est de rechercher si les grandes quantit6s de 
bases puriques libres, que nous avons trouv6es ant6rieurement dans les oeufs de 
nombreuses esp6ces de Batraciens, ont r6ellement l'importance biologique que nous 
Jeur attribuons. 

L'utilisation de l'hypoxanthine pour la synth6se des nuclfotides n'a 6t6 que 
rarement observ6e chez les Vert6brds et le probl6me pr6sente donc un int6r~t plus 
g6nfral. 

Nous montrerons que l'ad6nine-8-14C et l'hypoxanthine-8-14C sont incorpor6es 
dans les nucl6otides libres et les acides nucl6iques de jeunes embryons de Batraciens 
et nous suivrons le ph6nomhne au tours du d6veloppement. 

PARTIE EXP]~RIMENTALE 

La membrane  des oeufs de Batraciens est imperm4able aux bases puriques  ~ et l ' immersion 
de ceux-ci dans  une solution de base marqu4e ne peut  donc donner aucun rdsultat.  Nous avons 
adminis tr6 les isotopes, au stade gastrula, par  la technique de microinjection que nous avons 
utilis6e pr6c6demment2: le micromanipula teur  pneumat ique  de de Fonbrune  est muni  d 'une  
micro-aiguille robuste  ~ pointe tr6s ac6r6e et munie d 'une perforat ion lat6rale. On ponct ionne 
d 'abord  les gastrulas  de fa~on g retirer une fraction impor tante  du liquide blastoc61ien. On injecte 
ensuite  dans le blastoc61e une quant i t6  aussi constante  que possible d 'une  solution concentr6e 
de la base marqu4e. 

Les solutions d 'addnine et d ' hypoxan th ine  sont  pr4pardes dans du liquide de Holtfreter  
st6rile et ajust6es ~t p i t  7.2 avec de la soude. 

La quant i t6  d ' isotope inject6e dans les oeufs est d4terminde exp6rimentalement.  Avec une 
micropipet te  jaug6e, on d6pose sur une plaquet te  de cuivre une quanti t6 de solution 6gale/~ celle 
qui  sera inject6e dans chacun des oeufs. Apr6s dessication, l 'activit6 est directement  mesur6e 
au compteur  G.M. 

Chaque gastrula de Rana /usca recevait une quanti t6 d'addnine-8-14C correspondant  /t 
loo c/m ± ~7- 

Les oeufs injectds ont  6t6 cultiv6s dans du liquide de Holtfreter  st6rile /t la temp6rature  
du laboratoire. Aucune malformat ion n 'a  6t6 observde /t la suite de l 'injection. 

Pour  appr6cier la valeur des r6sultats, il faut  tenir compte de deux causes d 'erreur  possibles : 
(a) une part ie de la solution introduite dans la gastrula pourra i t  6tre rejet6e avan t  la cicatrisation 
de la plaie laissde par  la micro-aiguille; (b) une diffusion des bases puriques  inject6es dans le 
mil ieu de culture entrMnerait  un abaissement  considdrable de la concentrat ion de l 'isotope. 

* Adresse actuelle: I n s t i t u t  pour  la Recherche Scientifique en Afrique Centrale, B.P. 45, 
Elisabethville (Congo Belge). 
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~ l l t l S  H\  {hllS {l{}IXt pr,}cd{h'. /IIX C{)XI{.1-(')]{' s u i v a n t :  d e s  o e u f s  (}nt  {it( '~ t ) l ' ( ' ]e \ ' ( "s  £1 { [ J \ e F s  lXl()IXl{'IlI>. 
at t r6s  l ' i n j e { t i o n  d ' a{ ldn ine  HHIrq].I{"{L [~t\{ "~,, puis  d ta lds  e t  ~dchC's cn pe l l i cu l e  tr{"s n?in{'e su r  d{,.. 
p l a q u e t t e s  de  c u i x r e  p{}ur en m e s u r e r  ] ' a c t i v i t d  gl{}bale, l ) en{hmt  {/uatr{' j{}urs c e t t e  a { ' l i \ i t d  n '~ 
pa s  lm i s s (  e t  {'11{! c'st res t ( 'e  {)gale fi cel le  de l 'ad{;nine i n t r o d u i t e  d a n s  la gas t ruh~ [l{)e {pro i[ 
])~tr eml)xy{)B). 

])r{/~(1F(lt£(}ll (/['S (c[/l~lHtlHOtIS. [.OS {}etlf>; (jILl II()IXlI)F{! (It' ViIlg~l. £[ {t*(Utte ~ix]{!) S(}IX{ X'('l'r{)i(]i:~ 
h o (', p u i s  b r o y d s  {lal/S 2 xtt] { l 'ac ide  t )erchh}ri( lue it I {',, glacd. Apt('>. {lix m i n u t e s  de { en t r i fuga t i ( ,z l .  
h" s u r n a g e a n t  l i m p i d e  es t  sdpa rd  e t  concexltr( ,  SOilS \-i{le, al)r6s av{)ir dtd p r & d a b h m m n t  neu t ra l i s t .  
& l ' a n l m { m i a q u e .  A p a r t i r  (le c e t t e  f r a c t i o n  aci(los{}hll)le, ~}n sdpHr{' p a r  c]lr{)Tx/al{}gl-aphi{' h'> 1}~ts{'s 
p u r i q u e s  l ibres ,  c ' e s t -h - ( l i r e  l 'hy | t{ txanthi iR% ]a guan in t , ,  les t r a c e s  de I'a{h;niB~: ~W injcc tdc t  a ins i  
( tue les n u c l d o t i d e s  a{ldlDdi(lues d o n t  l e s v a l e u r s  1@ son t  cel los des  a('i{h,s a{h'.n{,siBe-triph{}sph.ri{lu{, 
(ATP),  { l iphosphor i{ tue  c't monophosph{}r ique .  N o u s  d ( : s ignerons  ci-{I,.>s(m~ I 'enseml)h" {l{' cos 
nucle)ot ides  st}us la (ldn{}minati{m ( l ' . \ ' I ' l ' .  

].e r('si{lu dc l ' e x t r a c t i o n  ix I ' ac ide  p e r c h h ) r i q u e  d i lud  cst  r emis  cn suspens io l ]  {1;~]xs 3 nil 
d ' amn lo l~ i a ( l ue  c()ncexltrde et  {?haufid en t u b e  s to l id  t)ell(l;tllI {Yt!xlt(? xxtilttlt{'s ~l I 'aut()cl~tv(?,  ;'L la 
p r e s s i o n  de  i k g / c m  e. Ce pr{}cddd d ' h y d r o l y s e  (SZAVA]¢Z Br I'ATB~(NOTTE a) (h"trui t  I 'm'i(h '  rib(,- 
nuc ld i ( tue  (AI(N)  cn m{m{mucldot ides ,  t a m l i s  {lUe I ' ac ide  dds{~xs ' r ib(mucldique ( : \ I )N)  x-t?st(' s(}tlS 
la f o r m e  de  polynuch"ot i{h ,s .  I_ 'amm{mia( lUe {'st chassde  dc I ' h y d r ( ) l y s a t  st)us un vi{le l};H-tiel {'1 
le rds idu  es t  r d d u i t  tt un tr( 's  t )e t i t  \ ' (}lume de  l iqui( le .  Ce rds idu  es t  c h r o m a t ( } g r a p h i d  une  I}remi6r{ • 
fois p o u r  s d p a r e r  l 'aci{le ( l d s o x y r i b o n u c l d i q u e  des  nuch"ot i ( les  a{h;nyli{lue e t  g u a n )  l ique.  

Ces t ro i s  c o n s t i t u a n t s  s{mt a lors  h y d r o l y s d s  u n e  see(male lo is  tie fnq{)n h e n  {ldtacl /er  ]es bases  
p u r i q u e s  ( h y d r ( t l y s t ' ( l e  d ix  m i n u t e s  {lans IfCt N it ioo  ) .  l .es hy{lr{ t lysats  s(mt ( ' o n c e n t r &  c t l e s  
l}ases s(}1]t is{tides p a r  une  s e c o n d e  c h r o m a t ( } g r a p h i e .  Cc p rocddd  n ' e s t  pgts q u ; m t i t a t i f ,  m a i s  il 
c o n v i e n t  p a r f a i t e m e n t  p(}ur e f f ec tue r  une  m e s u r e  prdc ise  de ht r a{ l ioac t iv i t ( '  sp( 'c i t iquc .  

('kromalograDkie. N()tlS ;iVOllS t o t @ m r s  u t i l i sd  le s(}lv;mt s u i v a n t :  II)l'/)p;IXlO] IIOrilt;ll t} p : tx - | ,  
a n m ] o n i a ( l u e  c o n c e n t r d e  3 p a r t . / e a u  I p a r t .  l ' a p i e r  W h a t m a n  N{}. 3. 

l .es b a s e s  e t  les  n u c l d o t i d e s  s o n t  dluds des  chronlat{}gramnl(~s a \ ' ec  ([e ] 'aci{le c]?h}rIlydri( tue 
o,o_~ N ( c o u r a n t  d e s c e n d a n t ) .  I / . \ I ) N  es t  d i r e c t e m e n t  h y d r o l y s d  sur  la b a n d e l e t t e  {le pap ie r .  

l .es d lua t s ,  { :on t enan t  lBs b a s e s  {}u les nuc ldot i{ les  d o n t  l ' m ' t i v i t d  spdci l i ( lUe {h}it 5 t re  mesurdv ,  
s o n t  c{mcent rds  e t  sdchds  su r  ties l a m e l l e s  (le verre .  L ' a c t i \ i t d  (-st ( l d t e rn l inde  s, ms fix] c o m p t e u r  
G.M. (Tracer la l})  it f en# t re  de  m i c a  minBe, l .a  lamellB {le \ ' e r re  e s t  ah}rs lav{;e {htns -t ml  d ' H C l  
~/~o .V e t  le s p e c t r e  12\: ,  de  c e t t e  s o l u t i o n  es t  (h : t e rmind  au s p e c t r o p h { ) t o m b t r e  B e c k m a n .  I /{ 'x  
t i n c t i o n  5 , 6 o  m/~  p e r m e t  de  d d t e r m i n e r  la { ]uan t i td  al}s{}lue (le la b a s e , , u  du nucld(, t i{le qu i  s(, 
{roll \:{!  Oll SOl t l t iOl t  

I{ IE.S U l . f . \ ' l 'S  EXPI22RIME N'I'.\ UX 

Nous appellerons activitd spdcifique le nombrc de ddsintdgrations comptd par 
minute et par microm61e de substance. 

Expdriences avec l'add,tine-8-~aC. Les oeufs sont prdlev£'s x heure, 7 tl, 2 4 h et 
48 h apr('s l'injection. DOj~t apr¢,s une heure (Tableau I), l'activit6 sp6cifique des 
nucl4otides acidosolubles est 61ev6e et elle ne eesse de s'aecroitre pendant ~4 heures 
environ. Elle diminue ~t ce moment.  Les acides nucldiques, qui se marquent surtout 
au niveau de l'acide ad6nylique, subissent une &:olution parallble. 

I ' . \ IH . I :AL"  I 

A{;'I'I\:I'I'I"2H SI)X~CIIPI{?XIE5; DH t)I\:I '2R~ { ' ( )NS ' I ' I ' I ' t 'ANTS 

( C O U P S / M I N U T E  PAR M I C R O M 6 1 . E  DE LA BANE P U R I Q U F )  ,\PRI',;S INJECTI{}N I) 'AI)]~NINI~2-,v;-tlC. 
l .e  t e m p s  es t  ca lcu ld  i~ p a r t i r  {le l ' i n j ec t i on .  

l ];c~trc~ 7 /l~'llres 2 4 ,ll~,zo'cs IN ]lgtlr¢8 
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La valeur de 3o.8 . Io  ~ 
trouv6e pour l 'activit~ sp6cifi- 
que de I 'ATP apr~s 24 heures 
est extr6mement dlevde, si on 
tient eompte de l 'activit6 sp6- 
cifique de l'ad6nine inject~e 
(429.1o 3) et surtout de la 
teneur en ATP de la gastrula 
au moment  de l 'exp&ience: 
nous avons trouv6, par chro- 
matographie, environ 5"1o a 
/~M d'ATP par gastrula, alors 
que la quantit~ d'ad~nine-8- 
14C inject6e n'~tait que de 
o.75.Io 3 /~M. Les r6sultats 
sont tout aussi frappants en 
ee qui concerne I 'ARN, si l 'on 
tient compte de la quantit6 
~lev~e de cette substance au 
moment de l'injection (la gas- 
trula contient environ 5 . i o  a 
/~M d'acide ad~nylique pro- 
venant  de I 'ARN). 

L'ad6nine-8-14C s'incor- 

Fig .  1. C h r o m a t o g r a m t n e  e t  s o n  a u t o r a d i o g r a m m e  (~ 
g a u c h e )  de  la  f r a c t i o n  a c i d o s o l u b l e ,  e x t r a i t e  d e  R a n a  f u s c a  
24 h e u r e s  a p r ~ s  l ' i n j e c t i o n  d ' a d 6 n i n e - 8 - 1 4 C .  O n  c o n s t a t e  q u e  
l a  q u a s i  t o t a l i t 6  d e  l ' a c t i v i t 6  e s t  c o n c e n t r 6 e / t  I ' e m p l a c e m e n t  
d e  l ' a c i d e  a d 6 n o s i n e  t r i p h o s p h o r i q u e .  G :  g u a n i n e ;  H :  h v -  

p o x a n t h i n e  ; A : a d d n i n e .  

pore 6galement de fagon massive dans l'acide d4soxyribonucl6ique. 
L'autoradiographie des chromatogrammes montre tr~s nettement qu'apr~s 24 

heures aucune trace d'ad~nine radioactive libre ne peut plus ~tre d6eel6e, alors que 
I 'ATP et les nucl~otides des aeides nucl~iques manifestent une forte activit6 (Fig. I). 

Expdriences avec l'hypoxanthine-8-14C. La quantit~ d 'hypoxanthine inject~e est 
beaueoup plus faible que celle qui se trouve normalement dans l 'oeuf 1. 

Contrairement k l'ad6nine-8-14C, l 'hypoxanthine inject6e est donc aussit6t dilu6e 
dans une masse d 'hypoxanthine non radioactive; la valeur de cette dilution doit ~tre 
connue pour pouvoir apprdcier les rdsultats de l'expdrience. Nous avons donc mesur6 
l'activit~ sp6cifique de l 'hypoxanthine libre k chacun des stades du d6veloppement 
(Tableau II). 

TABLEAU II 
ACTIVIT/~S SPECIFIQUES DE DIVERS CONSTITUANTS 

(COUPS/MINUTE PAR MICROMOLE DE LA BASE PURIQUE) APR~S INJECTION D'HYPOXANTHINE-8-14C. 

I heure 20 heures 48 heures 96 heures 

ATP 

A T P  200  456  9 8 0  222 
{ A d d n i n e  - -  4 8 o  6 6 6  535  

A R N  G u a n i n e  - -  6 1 5  680  635  
A d 6 n i n e  - -  - -  700  500  

A D N  G u a n i n e  - -  i , o o o  ---  

H y p o x a n t h i n e  l i b r e  3 ,27  ° 3 ,53 ° 2 , i 4 o  2 ,24 0 
G u a n i n e  l i b re  - -  i 2 o  "7 ° 173 

B i b l i o g r a p h i c  p.  5 z 5  . 

L e  t e m p s  e s t  c a l c u l 6  ~ p a r t i r  d e  l ' i n j e c t i o n .  
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L'activitd spdcifique des nucldotides solubles (ATP) et des acides uuch"iqtu,s 
augmente pendant les quarante-huit heures qui suiv(~nt l'injcction, pour diminu('r 
rapidement cnsuitc. 

L'incorporation de l'isotope se fait de fa~on relativement homog('nc dans tous 
les compos6s analysds; comme dans le cas de l'ad6nine, les acid~,s ribonucl('iqm' ~,t 
ddsoxyribonucl~ique sont it peu prbs (galement marqu('s. 

Mais alors clue l'adg'nine n'est qu'un prdcurseur m~diocre des nucl(,otides gnany- 
liques, l 'hypoxanthine est transform(,e aussi bien en guanine qu'en adenine. 

I)ISCUSSION 

Un fait m~rite de retenir particulibrement l 'attention dans le cas des injections 
d'hypoxanthine-S-HC: l'activit6 observde dans les nucl('c, t ides puriques de I 'ARN est 
pr6cis~ment celle qu'on peut prddire si les bases libres de l'oeuf constituent la seule 
source de purines pendant les premiers stades dn d~veloppement de l'embrvon de 
Batracien. L'embryon de Rana /usca contient, en effet, aux stades de la jeune 
gastrula et ~t celui du bourgeon caudal respeetivement I5.4 o et :~8.9o FLg d'acide 
ribonucldique ~. I1 se produit done une synthbse nette d'environ 3.5o/~g d 'ARN entro 
les deux stades. Si nous supposons que la synth~'~se des nucl6otides ad~nyliqnes se 
fair enti6rement tt partir du pool d'hypoxanthinc (activitd sp~cifique moyenne dans 
les premi6res 24 heures: 3,4oo voir Tableau II), l'activit(, spdcifique de l'acide 
ad(mylique de I 'ARN serait, au stade du bourgeon caudal de 3,4oo : 3.5o,~8.(~o ~: 
63o: le chiffre trouv6 cst 666. 

On ne pent pas faire le m£'me calcul dans lccas de I 'ATP et de' l'aeide ddsoxv- 
ribonucldique, parce que l'importance de leur synthbsc n'est pas encore connue avee 
assez de pr(cision; il est cependant probable qu'on arriverait "t des conclusions 
similaires. I1 parait done vraisemblable que la syntht~se des nucldotides puriques de 
l 'embryon sc fair it partir d'unc rdserve d'oxypurines libres et que ces substances 
sont les seuls prdcursenrs, jUS(lU'~ un stade voisin de celui du bourgeon caudal. 

Le f a r  que l'addnine-S-lW s'incorpore beaucoup plus rapidcment que l'hypo- 
xanthine-8-11C confirme qu'elle ne participe pas au pool des oxypurines libres. Notons 
encore que t'adanine s'incorpore davantage dans I 'ATP que dans les acides nucldiques, 
alors que l 'hypoxanthine se r@artit  de fat:on plus homogtme. ('es faits contribuent 

expliquer la toxicitd de l'adanine pour l 'embryon de Batracien, ph(,nom~:nc que 
nous avons attribu6 hunc  inhibition compdtitive". 

Nous avions observd prdcddeinment 1 que le pool des oxypurines libres ccsse de 
s'appauvrir "tun stade voisin de celui du bourgcon caudal. Cette constatation ('st 
en parfaite concordance avec nos r('sultats actuels sur le mdtabolisme de l 'hypo- 
xanthine-8-~C: l'activit6 spdcifique des nucl6otides puriques baisse fortement aprt',s 
le stade du bourgeon caudal, bien qne l 'embryon contienne encore de l 'hypoxanthine 
libre en abondance. 11 serait d'aillenrs int6ressant de savoir si, en prdsence de pr& 
curseurs radioactifs convenables (formiate, glycocolle), la gastrula est capable de 
synthatiser de novo le cycle purique. 

Bibliographic p. 5C~. 
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REMERCIMENTS 

Ce t r a v a i l  a pu  ~tre ex6cut6  grace  k un  subs ide  de l ' I n s t i t u t  p o u r  la R e c h e r c h e  

sc ien t i f ique  en  Af r i que  cen t ra l e .  

Nous sommes heureux  d ' exp r imer  ici not re  reconnaissance au Professeur R. 
MARTIN, qui nous a aid6 dans  la synth6se d 'un  6chanti l lon d 'hypoxanthine-8-14C. 

R t~.SUMt ~ . 

Des quantit6s connues d'ad6nine-8-14C et d'hypoxanthine-8-14C ont 6t6 micro-inject6es dans 
des gastrulas de Batraciens. Ces pr6curseurs s'incorporent rapidement dans I'ATP et dans les 
acides nucl6iques, mais seule l 'hypoxanthine peut 8tre transform6e en guanine. I1 semble donc 
que les acides nucl6iques soient synth6tis6s, au d6but du d6veloppement embryonnaire, /~ partir 
de purines libres, en particulier k partir d'hypoxanthine. 

SUMMARY 

Known amounts of adenine-8-14C and hypoxanthine-8-14C have been micro-injected into 
Amphibian gastrulae. Both precursors are quickly incorporated into ATP and nucleic acids, but 
only hypoxanthine can be converted into guanine to a large extent. It seems that  free purines, 
especially hypoxanthine, are the natural pr6cursors of the nucleic acids purines during early 
development. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Bekannte Mengen von Adenin-8-1*C und Hypoxanthin-8-14C wurden ins Innere yon Lurch- 
gastrulen mikroinjiziert. Diese Vorg/inger werden schnell in ATP und in die Nukleins~iuren ein- 
verleibt, doch nur Hypoxanthin kann in Guanin verwandelt werden. Es scheint also, dass Nuklein- 
s~uren am Anfang der embryonniiren Entwicklung aus freien Purinen, besonders aus Hypoxanthin 
synthetisiert werden. 
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